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摘要 : 昆虫 细胞 系 在 病毒 生物 学 、 基 因 功 能 的 研究 以 及 杆 状 病毒 表达 系统 生产 重组 蛋白 的 应 用 中 发 挥 着 重要 的 作 
用 。 本 研究 由 家 看 Bombyx mori“ 大 造 ” 品 种 反 转 期 胚胎 建立 了 一 株 细 胞 系 Bm-Em-1, 在 含 10% 胎 牛 血清 的 TNM- 
FH 培养 基 中 已 传代 40 余 代 。 显 微观 察 表明 , 细胞 形态 主要 为 圆 形 和 得 梭 形 , 细胞 染色 体 呈 得 棒 状 和 颗粒 状 ， 数 
量 多 、 异 倍 化 , 符合 典型 的 鳞 翅 目 昆 虫 细 胞 染色 体 特征 。RAPD 鉴定 结果 表明 , 该 细胞 系 来 源 于 家 看 胚 胎 ， 其 扩 
增 谱 带 与 BTI-Tn5B1-4 和 Sf-9 等 细胞 系 明显 不 同 。 生 长 曲线 测定 结果 表明 , 第 28 代 细 胞 的 群体 倍增 时 间 为 82.2 h。 
病毒 敏感 性 测定 显示 , 该 细胞 系 不 能 被 首 荐 银 纹 夜 峨 4uiographa californica 核 型 多 角 体 病毒 (AcMNPV ) 感 染 , 但 对 
家 看 核 型 多 角 体 病毒 (BmNPV ) 高 度 敏感 , 96 h 的 感染 率 为 91.3% 。 结 果 说 明 该 细胞 系 可 作为 家 看 病毒 离 体 复制 、 
BmNPV 表达 系统 以 及 家 看 基因 功能 研究 的 理想 材料 。 
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Establishment and characterization of a new cell lne Bm-Em-l from 


Bombyx mori embryos 

LI Miao-Miao, ZHENG Gui-Ling, LI Chang-You (College of Agronomy and Plant Protection, Qingdao 
Agricultural University, Qingdao, Shandong 266109, China) 

Abstract : Insect cell line is one of the key components in baculovirus expression vector system and plays 
essential roles in baculoviral biology, identification of gene function, and expression of recombinant 
proteins, etc. In this study, a new cell line designated as Bm-Em-l from the embryonic tissue of Bombyx 
mori ( Lepidoptera: Bombycidae) strain Dazao was established, and this cell line had been subcultured 
over 40 passages on TNM-FH medium supplemented with 10% fetal bovine serum. Inverted microscope 
observation showed that this cell line has two major morphological types, i. e., round cells and spindle- 
shaped cells, and the chromosomes of the cell line were condensed into short rods and granule, typical of 
lepidopteran cell line. Random amplification of polymorphic DNA ( RAPD) analysis showed that the 
DNA profile of the cell line Bm-Em-l was similar with that of the embryonic tissue of B. mori, but 
different from that of BTI-TnSB1-4 and Sf-9 cell lines. Growth curve analysis indicated that the 
population doubling time of the 28th passage cells was 82.2 h. Virus infection data proved that Bm-Em-l 
was highly susceptible to B. mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV) with the infection ratio up to 91.3% 
at 96 h post infection, but not susceptible to the Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus 
( AcMNPV). With such high infection rate by BmNPV, this cell line will be an ideal tool for BmNPV 
replication in vitro, BmNPV expression system and gene function study of B. mori. 

Key words: Bombyx mori; cell line; karyotype analysis; RAPD fingerprint; nucleopolyhedrovirus; virus 
susceptibility 


目 Grace (1962 ) 前 次 成 功 建立 传代 的 核 看 虫 细 胞 系 已 广泛 应 用 于 生物 学 、 农 业 和 医学 等 领 
Antheraea eucalypti 细胞 系 以 来 , 昆虫 细胞 培养 技术 域 , 特别 是 在 昆虫 病理 学 、 生 理学 人 研究 等 方面 发 挥 
得 到 了 极 大 的 发 展 , 目前 已 建立 了 源 自 100 多 种 昆 ” 痢 重 要 的 作用 (Cranados et al., 2007 )。 

虫 的 500 多 株 昆 虫 细 胞 系 (Lynn, 2001, 2007)。 屁 家 家 Bombyx mori 是 我 国 的 重要 经 济 昆 虫 之 
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一 , 家 春 核 型 多 角 体 病毒 (B. mori nucleopoly- 
hedrovirus ，BmNPV ) 是 引起 家 奉 严 重 感 染 的 主要 致 
病因 子 , 在 生产 上 稼 造成 巨大 经 济 损失 。 研 究 
BmNPV 和 寄主 之 间 的 相互 关系 ,阐明 其 抗 性 机 理 
一 直 是 人 们 关注 的 焦点 ( 刘 晓 勇 等 ，2008 ) 。 
BmNPYV 作为 杆 状 病毒 表达 载体 系统 ( baculovirus 
expression vector system ，BEVS ) 的 主要 载体 之 一 ， 
在 生产 外 源 重 组 集 日 方面 有 者 广阔 的 应 用 前 景 ( 吴 
小 锋 等 , 2004 ) 。 同 时 , 家 看 也 是 研究 动物 生长 和 
发 育 的 重要 模式 昆虫 , 特别 是 随 着 家 看 基因 组 测序 
的 完成 和 生物 信息 学 的 发 展 , 基因 功能 的 研究 迫 在 
眉 睫 (Xia et al., 2004) 。 为 满足 以 上 研究 和 应 用 的 
需要 , 建立 具有 特殊 性 能 的 家 看 细胞 系 将 具有 重要 
的 理论 意义 和 应 用 价值 。 家 看 细胞 培养 和 细胞 系 的 
建立 始 于 20 世纪 50 年 代 , 目前 国内 外 已 报道 的 家 
午 细 胞 系 有 十 余 株 ( 绢 建新 等，1989; 
Pandharipande, 1994; Sudeep et al., 2002; Khurad et 
al., 2006; 潘 敏 意 等 2006a), 但 对 病毒 敏感 、 能 够 
广泛 应 用 的 家 和 奏 细 胞 系 则 较 少 ,而 目前 应 用 最 多 的 
BmN 家 和 在 细胞 系 却 存 在 看 代 龄 高 和 老化 等 现象 ( 普 
沧 英 等 ,2003 ) ， 远 不 能 满足 科研 和 生产 的 需要 。 
因此 , 本 人 研究 以 家 看 品种 “大 造 ” 为 材料 , 建立 了 一 
株 对 BmNPV 高 度 敏感 的 新 细胞 系 , 将 为 家 看 的 生 
理学 、 病 理学 和 基因 功能 组 学 的 研究 提供 理想 的 离 
体 材 料 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

1.1.1 供 试 昆虫 : 家 看 品种 大造” 由 山东 省 看 业 
研究 所 提供 。 

1.1.2 昆虫 细胞 系 : 家 看 胚胎 细胞 系 Bm-Em-l 由 
本 研究 建立 , 取 第 28 代 的 细胞 用 于 试验 ; 粉 纹 夜 蛾 
Trichoplusia ni 豚 胎 细胞 系 BTI-Tn5B1-4( High Five) 
和 草地 贪 夜 峨 Spodoptera frugiperda 卵巢 细胞 系 Sf-9 
由 美国 康 奈 尔 大 学 BTI 研究 所 Granados 博士 惠 赠 ， 
分 别 取 第 88 代 和 第 30 代 的 细胞 用 于 试验 。 

1.1.3 供 试 病毒 : 家 看 核 型 多 角 体 病毒 ( BmNPV) 
由 浙江 大 学 昆虫 科学 人 研究 所 张 传 溪 教 授 提 供 ; 育 禾 
银 纹 夜 蛾 Autographa californica 核 型 多 角 体 病毒 
(AcMNPYV ) 由 美国 康 奈 尔 大 学 BTI 研究 所 Granados 
博士 惠 赠 。 

1.1.4 培养 基 和 血清 : TNM-FH 昆虫 细胞 培养 基 
(Thermo Scientific HyClone 公司 ) 并 辅 以 15% 或 


10% 的 胎 牛 血清 (Thermo Scientific HyClone 公司 ) 。 
1.1.5 试剂 : 基因 组 DNA 纯化 试剂 盒 Mag- 
Extractor@ -Genome 为 TOYOBO 公司 产品 ;引物 
OPU-09 ( 5’-CCACATCGGT-3’)、 OPU-10 ( 5- 
ACCTCGGCAC-3')、No. 2 引物 (5’-CCGCATCTAC- 
3') (Kawai and Mitsuhashi ，1997) 和 人 ni 特异 引物 
(5'-TTGCTGTCCA-3') (Li et al.,，2003 ) 由 上 海 生 工 
生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 ; Tag DNA 聚合 
酶 、dNTPs 和 DNA 分 子 量 标准 Trans 2K Plus 等 
购 自 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 。 
1.2 细胞 原 代 培 养 

参照 Meng 等 (2008 ) 方 法 , 取 众 青 的 大造” 看 
卵 (胚胎 发 育 至 反 转 期 ) 约 50 粒 , 在 超 净 工作 人 台 内 
经 10% 次 握 酸 钠 和 75% 酒精 分 别 消毒 5 min, 无 菌 
水 洗 3 次 , 再 用 TNM-FH 培养 基 洗 1 次 ; 将 卵 粒 转 
移 至 和 孔径 100 pm 的 细 篇 (BD Falcon 公司 ) 中 , 浸 于 
装 有 10 mL 含 15% 胎 牛 血清 TNM-FH 培养 基 的 培 
养 亚 中 , 用 灭 姑 的 橡胶 头 研 磨 卵 粒 。 取 1.5 mL 细 
胞 滤液 移入 装 有 3. 5 mL 培养 基 的 25 cm 培养 瓶 
(Corming 公司 ) 中 , 置 于 28Y 培养 箱 中 静 置 培养 ， 
在 倒置 相差 显微镜 IX71( 0lympus 公司 ) 下 观察 , 根 
据 细 胞 的 生长 状态 , 每 隔 10 ~15 d 更 换 不 同比 例 的 
新 鲜 培养 基 。 
1.3 细胞 传代 培养 

待 原 代 培 养 的 细胞 生长 并 铺 满 培 养 瓶 瓶 底 , 在 
超 净 工作 台中 用 吸管 轻 轻 吹 打 贴 壁 细胞 ,， 制 成 细胞 
基 液 。 以 2:3(wv) 的 比例 ( 取 2 mL 细胞 悬 液 加 入 
3 mL 新 鲜 培养 基 ) 传 代 , 待 细胞 稳定 传代 10 代 后 ， 
将 培养 基 中 的 血清 浓度 降 至 10% ,以 1:4(vAv) 的 
比例 进行 传代 , 20 代 后 细胞 在 含 10% 胎 牛 血清 的 
TNM-FH 培养 基 中 生长 稳定 , 在 28Y 条 件 下 每 隔 
6~7 d 传代 1 次, 建立 家 看 胚胎 细胞 系 并 进行 命 
名 。 在 倒置 相差 显微镜 下 观察 细胞 的 形态 并 拍照 ， 
随机 选取 100 个 细胞 , 通过 显 微 标 太 测量 细胞 的 
大 小 。 
1.4 细胞 核 型 分 析 

对 数 生长 期 的 细胞 加 秋水 仙 素 至 终 浓度 0. 1 
wg/mL, 继续 培养 15 h 后 1 000 r/min 离心 10 min 
收集 细胞 ,悬浮 细胞 于 4 mL 0.5% 的 KCl 溶液 中 ， 
于 27% 低 渗 处 理 10 min; 加 4 mL 固定 液 ( 甲 醇 : 冰 
醋酸 =3:1, vAv) 处 理 5 min 后 离心 收集 细胞 ,加 入 
4 mL 国定 液 重 新 起 浮 细 胞 , 将 细胞 悬 液 滴 于 预 冷 
的 载 玻 片上 ,上 脐 干 ，Gemisa 染色 后 , 于 CX31 生物 
显微镜 (Olympus 公司 ) 下 观察 和 拍照 。 
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1.S 细胞 系 的 RAPD 指纹 图 谐 分 析 

参照 Meng 等 (2008 ) 的 方法 , 使 用 TOYOBO 公 
司 的 基因 组 DNA 纯化 试剂 盒 ， 分 别提 取 家 在 “大 
造 ” 卵 的 基因 组 DNA 以 及 家 和 在 细胞 系 Bm-Ekm-1、 粉 
纹 夜 蛾 细胞 系 BTI-Tn5B1-4 和 草地 夜 峨 细胞 系 Sf-9 
的 基因 组 DNA。 使 用 随机 扩 增 引物 OPU-09 ，OPU- 
10 ,No.2 引物 和 也 到 特异 引物 ,进行 RAPD 分 析 
和 细胞 系 的 分 子 鉴定 。 
1.6 细胞 生长 曲线 和 群体 倍增 时 间 的 测定 

取 对 数 生 长 期 细胞 , 用 血球 计数 板 计数 后 , 用 
培养 基 稀 释 到 2 x10 细胞 /ml 的 浓度 , 加 到 25 cm 
培养 瓶 中 , 每 瓶 5 mL, 28 忆 条 件 下 培养 。 每 天 取 3 
瓶 细胞 ， 血 球 计数 板 计数 , 计算 细胞 的 浓度 , 绘制 
细胞 生长 曲线 , 并 按 Hayflick (1973 ) 的 方法 计算 细 
胞 群体 倍增 时 间 。 
1.7 细胞 对 病毒 敏感 性 的 测定 

取 对 数 生长 期 细胞 , 按 2.0 x10 细胞 / 孔 的 量 
接 入 24 孔 细 胞 培养 板 (Becton Dickinson 公司 ) 中 ， 
每 筷 1 mL, 28% 培 养 2h 使 细胞 贴 壁 , 吸 去 培养 基 ， 
以 感染 复数 ( multiplicity of infection ，MOI) 为 10 的 
病毒 量 分 别 接种 BmNPV 和 AcMNPYV 两 种 病毒 ， 置 
于 垂直 播 床 上 缓慢 择 动 , 吸附 1 h 后 弃 去 病毒 液 ， 
每 孔 加 入 1 mL 新 鲜 培 养 基 ,，28Y 培养 箱 中 培养 ; 
每 个 处 理 3 次 重复 。 在 倒置 显微镜 下 检查 病毒 侵 染 
结果 并 拍照 ,以 细胞 内 形成 病毒 多 角 体 作为 感染 的 
指标 , 计算 病毒 的 感染 率 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

统计 的 细胞 大 小 (平均 值 上 标准 差 )、 细 胞 群体 
倍增 时 间 测 定 等 数据 的 处 理 、 分 析 以 及 细胞 生长 曲 
线 的 绘制 均 采 用 Microsoft Excel 软件 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 家 看 胚胎 细胞 的 原 代 培养 和 细胞 系 的 建立 
从 2008 年 6 月 开始 对 家 看 “ 大造 品种 的 反 转 
期 胚胎 细胞 进行 原 代 培养 , 所 用 培养 基 是 含 13% 胎 
牛 血清 的 TNM-FH 培养 基 , 在 原 代 培养 过 程 中 细胞 
生长 状态 较 好 , 但 长 势 缓慢 , 培养 3 d 细胞 开始 贴 
辟 ， 逐渐 伸 长 拉 网 形成 网 状 组 织 (培养 2 个 月 的 细 
胞 )( 图 1: A), 之 后 从 网 状 基质 中 开始 分 裂 出 新 生 
细胞 (培养 4 个 月 的 细胞 ) (图 1: B), 随 着 细胞 还 
渐 分 裂 , 形成 的 细胞 量 增 加 ,细胞 逐渐 铺 满 瓶 底 
(培养 8 个 月 的 细胞 ) (图 1: C), 整个 原 代 培养 历 
时 近 1 年 , 开始 第 1 次 传代 , 10 d 后 进行 了 第 2 次 
传代 , 以 后 根据 细胞 的 生长 状态 适当 调整 传代 时 间 


和 更 换 培 养 基 的 比例 。 随 着 细胞 增殖 能 力 的 不 断 增 
强 , 传代 时 间 不 断 缩短 ，10 代 后 一 般 6 ~7 d 可 传 
代 1 次 , 细胞 生长 逐渐 稳定 , 将 培养 基 中 胎 牛 血清 
的 含量 降 至 10% ,细胞 适应 很 快 , 生长 状态 良好 ， 
能 稳定 传代 , 目前 已 传 至 40 余 代 , 细胞 系 建 立成 
功 , 命名 为 QB-Bm-Em-1( 简称 为 Bm-Em-l ) 。 

该 细胞 系 呈 贴 辟 生 长 , 细胞 形态 以 短 梭 形 细胞 
和 圆 形 细胞 为 主 , 其 中 圆 形 细胞 的 比例 占 47.4%， 
直径 为 12. 58 + 1. 98 hm， 短 梭 形 细胞 比例 为 
52.6% ,大 小 为 (24.95 +4.34) um x (9.74 + 
1.60) um( 图 1:D)。 
2.2 细胞 的 核 型 分 析 

在 Olympus CX31 生物 显微镜 下 观察 细胞 系 
Bm-Em-l 的 染色 体 玻 片 , 染色 体 呈 短 棱 状 和 颗粒 
状 , 最 短 的 约 1 pm, 最 长 的 达 7 nm, 数量 多 且 不 
等 , 少 的 有 28 条 , 最 多 的 有 近 300 条 ，, 多数 在 
150 ~180 条 之 间 ( 图 2), 符合 典型 的 鳞 翅 目 昆 忠 细 
胞 染色 体 特 征 , 细胞 染色 体 呈 蜡 售 化 。 
2.3 细胞 系 的 RAPD 指纹 图 谐 分 析 

以 家 和 奏 “ 大 造 " 卵 以 及 家 和 春 细 胞 系 Bm-Em-1、 粉 
纹 夜 蛾 细胞 系 BII-Tn5B14 和 草地 夜 峨 细胞 系 Sf-9 
的 基因 组 DNA 为 模板 , 采用 4 条 引物 分 别 进 行 
RAPD 指纹 图 谱 分 析 , 结果 见 图 3。4 条 引物 扩 增 的 
DNA 多 态 性 片段 长 度 在 200 ~3 000 bp 之 间 , 家 看 
细胞 系 Bm-Em-l1 和 “大 造 ” 卵 在 引物 OPU-09 扩 增 
图 谱 中 具有 4 条 特异 谱 带 (2 210, 1 880, 670 和 500 
bp) , 在 引物 OPU-10 扩 增 图 谱 中 有 3 条 特异 谱 带 
(1 240, 920 和 510 bp) , 在 Tni 特异 引物 扩 增 图 
谱 中 有 2 条 特异 谱 带 (1 690 和 760 bp) , 在 No.2 引 
物 扩 增 图 谱 中 有 3 条 特异 谱 珊 (2 460, 1 240 和 650 
bp) , 与 BTI-Tn5B14 和 Sf9 细胞 的 扩 增 谱 带 不 同 。 
细胞 系 Bm-Em-l 与 “大 造 卵 具有 个 别 谱 带 有 所 不 
同 , 表明 细胞 系 Bm-Em-l 与 家 盔 品 种 “ 大造” 有 相 
同 的 遗传 背景 ， 为 家 在 细胞 系 。 
2.4 细胞 生长 曲线 和 群体 倍增 时 间 

测定 了 第 28 代 细 胞 的 生长 情况 ,以 培养 时 间 
为 横 坐 标 ,以 细胞 密度 为 纵 坐 标 , 绘制 细胞 生长 曲 
线 (图 4)。 培 养 24 h 细胞 密度 变化 不 大 , 48 ~96 h 
细胞 生长 速度 增加 , 但 增长 缓慢 ,120 h 生长 速度 
明显 加 快 , 呈 对 数 期 生长 ,到 168 h 细胞 密度 达到 
最 高 , 达到 6.0 x 10”cells[mL。 之 后 由 于 营养 缺乏 
和 生长 空间 受 限 , 细胞 聚 堆 、 生 长 缓慢 , 细胞 密度 
逐渐 下 降 。 按 Hayflick(1973 ) 的 公式 计算 ，Bm-Em-l 
细胞 系 的 群体 倍增 时 间 为 82.2 h。 
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Fig. 1 Phase contrast micrographs of Bombyx mori cell line Bm-Em-l and its primary culture 
A: 原 代 培养 2 个 月 的 细胞 Cells after two months of culture; B: 原 代 培养 4 个 月 的 细胞 Cells after four months of culture; C: 原 代 培养 8 个 月 的 细 
胞 Cells after eight months of culture; D: 细胞 系 Bm-Em-l 第 28 代 的 细胞 The 28th generation cells. 





图 2 家 看 细胞 系 Bm-Em-l 的 染色 体 
Fig. 2 Chromosomes of Bombyx mori cell line Bm-Em-l 


2.5 细胞 对 AcMNPV 和 BmNPYV 的 敏感 性 
细胞 系 Bm-Em-l 接种 AcMNPV 96 h 后 ， 圆 形 

细胞 数量 增加 , 梭 形 细 胞 数量 减少 , 且 细胞 表面 出 

现 一 些 明 亮 的 小 颗粒 , 但 是 细胞 核 内 并 未 发 现 有 多 


角 体 产生 , 该 细胞 系 不 能 被 AcMNPV 所 侵 染 (图 5: 
B) 。 该 细胞 系 接种 BmNPV 48 h, 可 以 观察 到 比较 
明显 的 细胞 病理 变化 , 细胞 核 膨大 , 接种 96 h 后， 
细胞 核 中 有 许多 折光 性 较 强 的 多 角 体 , 平均 细胞 的 
感染 率 为 91.3% , 且 细 胞 的 形态 也 发 生 了 变化 , 绝 
大 多 数 细胞 为 圆 形 ( 图 5: A); 接种 BmNPV 120 h 
以 后 , 细胞 开始 破裂 , 多 角 体 从 细胞 中 释放 出 来 。 


3 讨论 


昆虫 细胞 系 的 建立 一 般 比 较 困 难 且 需要 较 长 的 
时 间 , 本 研究 从 家 蛋 胚 胎 组 织 成 功 建立 了 Bm-Em-l 
细胞 系 , 经 历 了 细胞 贴 壁 、 网 状 组 织 形 成 、 细 胞 不 
断 增殖 和 传代 等 过 程 , 耗 时 近 1 年 。 我 们 在 建 系 过 
程 中 发 现 , 影响 细胞 系 建立 的 关键 步骤 是 组 织 和 细 
胞 的 贴 壁 问题 。 贴 壁 组 织 比 不 贴 辟 的 组 织 更 容易 形 
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图 3 家 看 卵 和 几 种 细胞 系 基因 组 DNA 的 RAPD 图 谱 
Fig. 3 RAPD profile of Bombyx mori eggs and several insect cell lines 
A: 引物 OPU-09 Primer OPU-09; B: 引物 OPU-10 Primer OPU-10; C; 也 ni 特异 引物 T. ni specific primer; D: No. 2 引物 Primer No. 2. M: DNA 
分 子 量 标准 Trans 2K Plus I DNA Marker; 1: BTI-Tn5Bl1-4 细胞 BTI-TnSB1-4 cells; 2: Sf-9 细胞 Sf-9 cells; 3: Bm-Em-l 细胞 Bm-Em-l cells; 4: 


家 看 昨 B. mori eggs. 
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图 4 家 蛋 细胞 系 Bm-Em-l 的 生长 曲线 
Fig. 4 Growth curve of Bombyx mor cell line Bm-Em-l 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 。Values in the figure are mean + SD. 


成 网 状 基质 和 新 生 细 胞 , 不 贴 壁 的 组 织 中 细胞 的 增 
殖 能 力 较 差 且 容 易 死 亡 , 随 着 培养 液 的 更 换 ， 蝶 浮 
在 培养 基 中 的 衰老 组 织 和 细胞 被 逐渐 淘汰 。 

昆虫 细胞 作为 新 型 生物 反应 此 用 于 病毒 杀 虫 剂 
和 重组 蛋白 的 生产 , 特别 是 应 用 昆虫 杆 状 病毒 表达 
系统 生产 有 重要 价值 的 基因 工程 药物 受到 人 们 越 来 
越 多 的 关注 。 目 前 最 主要 的 两 类 昆虫 杆 状 病毒 表达 
系统 是 AcMNPV 和 BmNPV 表达 系统 ，BmNPV/ 家 
蛋 表 达 系 统 由 于 其 寄主 个 体 较 大 、 另 饲养 、 表 达 量 
高 ,特别 适合 产业 化 水 平 开 发 的 要 求 ( 吴 小 锋 等 ， 
2004) 。 但 BmNPV 寄主 专 一 , 重组 病毒 的 构建 只 能 
使 用 家 看 细胞 , 因此 ,急需 建立 和 筛选 对 BmNPV 
敏感 性 更 高 的 细胞 系 。 有 关 家 和 奏 细 胞 系 的 建立 已 有 
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图 5 家 看 细胞 系 Bm-Em-l 感染 BmNPV 和 AcMNPV 96 h 的 形态 ( 明 场 观 
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Fig. 9 Bright field micrographs of cell line Bm-Em-l infected with BmNPV and AcMNPYV at 96 h post infection 
A: 感染 BmNPV 的 细胞 Cells infected with BmNPV; B: 感染 AcMNPYV 的 细胞 Cells infected with AcMNPV. 


许多 报道 ,但 只 有 少数 几 株 细胞 系 能 够 文 持 
BmNPYV 的 复制 ,如 国际 上 最 常用 的 家 看 细胞 系 
BmN 对 BmNPV 10 d 的 感染 率 仅 为 72. 2% ( 张 欣 
等 , 2011), 且 目 前 存在 着 细胞 代 龄 高 和 老化 现象 
( 普 孝 更 等 ,2003 ) ; Sudeep 等 (2002 ) 建立 的 BM- 
1296 细胞 系 和 BM-197 细胞 系 对 BmNPV 10 d 的 感 
染 率 最 高 可 分 别 达 到 90% 和 70%; 潘 敏 功 等 
(2006a ) 建立 的 BmE-SWU1L 和 BmE-SWU2 对 
BmNPV 96 bh 的 感染 率 分 别 为 84% 和 56.17%。 本 
研究 建立 的 Bm-Em-l 细胞 系 对 BmNPV 高 度 敏感 ， 
4 d 的 感染 率 超过 90% , 该 细胞 系 来 源 于 胚胎 组 织 ， 
由 各 种 类 型 的 细胞 混合 组 成 , 可 继续 进行 细胞 克 
隆 ， 筛 选 更 敏感 的 细胞 株 ， 以 用 于 BmNPV 的 离 体 
复制 研究 和 重组 病毒 的 构建 。 利 用 BmNPV 表达 系 
统 在 Bm-Em-l 中 表达 重组 蛋白 的 水 平 ， 还 需 与 
AcMNPV 表达 系统 在 BTI-Tn5B14 和 Sf-9 细胞 中 的 
表达 进行 比较 , 进一步 对 这 一 表达 系统 进行 评价 。 
本 研究 的 RAPD 指纹 图 谱 表 明 ，Bm-Em-1 细胞 
系 与 原 看 种 大造” 扩 增 产物 除 主要 谱 带 相同 外 , 还 
有 各 自 特 异 的 扩 增 谱 带 , 可 能 与 细胞 在 体外 培养 过 
程 中 不 断 地 选择 和 淘汰 使 其 基因 组 发 生 了 某 些 变化 
以 及 染色 体 异 倍 化 等 原因 有 关 ( 潘 敏 慧 等 , 2006b ) 。 
Bm-Em-l 细胞 系 染色 体 数 量 多 、 异 倍 化 现象 明显 ， 
符合 鲜 远 目 昆 虫 细胞 系 染色 体 的 特征 。 目 前 导致 昆 
虫 细 胞 系 染 色 体 异 倍 化 的 原因 还 没有 统一 的 认识 ， 
可 能 与 许多 因素 有 关 ， 如 在 长 期 离 体 培养 条 件 下 ， 
可 见 光 、 温度 、pH 值 和 培养 基 的 变化 可 能 引 细 胞 
的 变异 和 提高 细胞 的 突变 率 , 或 者 细胞 发 生 有 丝 分 
裂 异 常 或 核 内 的 无 丝 分 裂 等 ( 普 孝 英 等 , 2003 ) 。 染 


色 体 核 型 是 昆虫 细胞 系 生 物 学 特征 之 一 ,细胞 异 倍 
化 可 能 影响 细胞 的 生物 竺 特性 ,对 细胞 系 的 应 用 会 
产生 一 定 的 影响 。 因 此 ， 了 解 染 色 体 异 倍 化 的 成 因 
以 及 如 何 保持 细胞 遗传 学 性 状 的 稳定 ,具有 重要 的 
理论 价值 。 

近年 , 昆虫 细胞 系 在 基因 表达 和 功能 研究 等 领 
域 的 应 用 日 益 受 到 人 们 的 关注 (Smagghe et al.， 
2009) , 家 至 是 钱 翅 目 昆 虫 的 模式 生物 , 家 看 全 基 
因 组 测序 已 经 完成 (Xia et al., 2004) , 接 下 来 的 工 
作 更 重要 是 基因 功能 的 研究 , 基因 功能 的 阐明 对 于 
家 奏 的 深 和 人 开发 利用 和 农林 害虫 的 防治 具有 重要 的 
理论 意义 和 实践 价值 。 由 于 在 活体 寄主 内 各 个 融 官 
和 组 织 间 的 相互 作用 而 使 研究 复杂 化 ,而 细胞 的 离 
体 培 养 为 研究 基因 功能 提供 了 简单 、 快 速 和 准确 的 
手段 , 细胞 系 Bm-Em-l 来 目 于 家 在 品 种 ”大造 ”的 
胚胎 细胞 , 与 家 看 基因 组 测序 的 材料 相同 , 可 为 家 
蛋 基 因 功 能 的 解析 提供 一 个 细胞 水 平 上 的 人 研究 
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